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【要約】 
 
Blockade of PD-1/PDL pathway enhances  
the anti-tumor immunity of human NKT cells 
 
（PD-1/PDL の阻害によるヒト NKT 細胞の抗腫瘍効果の増強） 
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【背景・目的】 
NKT 細胞は自然免疫系に属する細胞であり、CD1d 分子上に提示されたα-ガラク
トシルセラミド (αGalCer)などの糖脂質を認識し、活性化する。大量のサイトカ
インを産生することで、樹状細胞、NK 細胞、T 細胞などの他の免疫細胞の活性
化をするとともに、癌細胞に対し直接的な抗腫瘍効果も発揮する。NKT 細胞の
抗腫瘍活性やアジュバント効果を利用した癌免疫療法が開発され、第 II 相試験
の結果では、非小細胞肺癌患者や頭頸部扁平上皮癌患者において一定の効果が
示されている。しかし、多くの進行癌患者では、更なる治療効果の改善が望ま
れ、癌による宿主の免疫抑制の打破が課題となっている。 
Programmed Death-1 (PD-1)受容体は活性化した T 細胞や B 細胞上に発現してい
る。リガンドである PDL1 や PDL2 は抗原提示細胞や癌細胞上に発現し、PD-1
を介して、リンパ球の機能を抑制すると報告されている。腫瘍が宿主の免疫応
答を回避する機構の一つとされており、抗 PD-1 抗体、抗 PDL1 抗体療法は、非
小細胞肺癌、悪性黒色腫や腎癌において有効性が示されている。その一方で重
篤な免疫学的な副作用も報告されている。 
NKT細胞におけるPD-1の機能については、マウスNKT細胞におけるPD-1/PDL1
の阻害により、NKT 細胞のサイトカイン産生能や抗腫瘍効果が改善するという
報告などがあるものの、未だ不明な点が多い。 
本研究ではヒト NKT 細胞における PD-1 の機能と PD-1/PDL の阻害による抗腫
瘍効果の改善の有無を解明し、NKT 細胞免疫療法に抗 PD-1/PDL1 抗体療法を併
用した治療の開発を目指す。 
【方法】 
健常人及び原発性肺癌患者由来の末梢血 NKT 細胞の PD-1 の発現を解析する。
さらに健常人から末梢血単核球を採取し、IL-2、GMCSF にて抗原提示細胞を培
養する。これにαGalCer を提示させ、末梢血中の NKT 細胞を刺激・培養し、day 
7 の NKT 細胞上の PD-1 の発現を解析する。 
健常人及び肺癌患者由来の末梢血単核球から抗原提示細胞を培養し、抗 PDL１
抗体の添加により抗原提示細胞上の PDL1 を阻害し、末梢血単核球を day 0、day 
7 で刺激する。NKT 細胞の細胞数を day 7、day 14 で検討する。 
同様の手法で培養した抗原提示細胞上の PDL1 や PDL2 を阻害した条件で NKT
細胞を培養し、day７で単離した後、再刺激をして、上清中のサイトカイン濃度
を検討する。 
PDL1を阻害した条件で培養し単離したNKT細胞を day 8で癌細胞株と 4時間共
培養し、殺細胞能を検討する。この際、癌細胞上の PDL1 を阻害した条件での抗
腫瘍効果も解析する。さらに癌細胞と共培養した NKT 細胞における granzyme
や perforin などの細胞傷害分子の産生能を測定する。 
また、NKT 細胞を再刺激した際の上清を用いて、末梢血より単離した NK 細胞
を 24 時間培養した後、癌細胞株と 4 時間共培養した際の NK 細胞による抗腫瘍
効果と細胞傷害分子の産生能を解析する。 
【結果】 
健常人 9 例及び原発性肺癌患者 18 例における Vα24+Vβ11+細胞上の PD-1 の発現
を比較したところ、原発性肺癌患者で有意に発現は高かった (p<0.05, unpaired t 
test)。また、αGalCer を提示した抗原提示細胞で NKT 細胞を培養したところ、
健常人の NKT 細胞上の PD-1 の発現は day 0 と比較して上昇した。 
抗原提示細胞上の PDL1 を阻害した条件と阻害しなかった条件で培養した NKT
細胞の増殖能を比較したところ、PDL1 を阻害することで健常人 (6 例)でも肺癌
患者 (8 例)でも平均 1.5 倍程度増殖能は改善した。しかし、個人差が大きく有意
差は認めなかった。 
健常人 5 例から NKT を単離し、再刺激した際のサイトカイン産生能を ELISA 法
で検討したところ、PDL1 を阻害することで有意に IFNγ産生は上昇し(p<0.05 
paired t test)、TNFαの産生も上昇する傾向にあった。IL-4 の産生に関しては明ら
かな改善は認めなかった。Multiplex assay にて IL-13 や IL-2 などの産生の変化も
解析したが、IL-2 は低濃度ではあったが、産生は増加する傾向にあった。IL-13
の産生は IL-4 と同様の傾向を示した。その一方で PDL2 を阻害した条件での上
清中のサイトカイン濃度を健常人 3 例で検討したところ、IFNγや TNFαの上昇は
認めなかった。IL-4 は PDL2 の阻害により産生が増加する傾向にあった (p=0.13 
paired t test)。 
NKT 細胞を単離し、A549、H460、K562 癌細胞株に対する抗腫瘍効果を解析し
た。健常人 2 例で検討したところ、PDL1 を阻害した条件で培養した NKT 細胞
は control と比較し、有意に抗腫瘍効果が改善した (p<0.05 multiple t tests)。使用
した癌細胞株上には PDL1 が発現していたが、癌細胞株上の PDL1 を阻害した場
合と control では有意差は認めなかったが、抗腫瘍効果はやや改善した。2 例に
おいて、NKT 細胞と癌細胞を共培養した上清を解析したところ、PDL1 を阻害
した条件では perforin や granzyme A の濃度が高い傾向にあり、抗腫瘍効果の改
善との関連性を示唆する結果となった。 
NKT 細胞由来の上清は、PDL1 を阻害した条件では IL-2 や IFNγの濃度が高い傾
向にあった。これを用いて NK 細胞を 24 時間培養した後に、癌細胞と 4 時間共
培養し、抗腫瘍効果を解析した。isotype control と比較して PDL1 を阻害した条
件での上清で培養した NK 細胞の細胞傷害活性は増強する傾向にあった。また、
同様の方法で、NK 細胞と癌細胞株を共培養した際に放出される細胞傷害性の分
子を解析すると、granzyme B や TNFα、sFasL などの濃度が PDL1 を阻害した条
件では高い傾向にあった。 
【考察】 
ヒト NKT 細胞において、担癌状態や活性化した状態では PD-1 の発現が上昇し
ていた。NKT 細胞をαGalCer で刺激する際に PD-1/PDL1 の相互作用を阻害する
ことで、Th1 サイトカインの産生が上昇し、granzyme や perforin を介した殺細胞
能も改善した。PD-1 は T 細胞においては、CD28 を介した Phosphatidylinositol-3 
kinase (PI3K)の活性化を抑制するとされているが、NKT 細胞において、PD-1 の
シグナルを阻害することで、この経路の活性が上昇し、サイトカイン産生など
が改善した可能性が考えられる。 
NKT 細胞は Th1 サイトカインと Th2 サイトカインのどちらも産生するが、どち
らの産生が優位になるかを規定する因子に関してはさまざまな説がある。今回
の研究では PDL1 を阻害すると Th1 サイトカインの産生が増強し、PDL2 を阻害
すると Th2 サイトカインの産生が上昇した。この傾向はマウスのモデルでも報
告されているが、PD-1 だけでなく CD80 などの他の因子と PDL1 との相互作用
が関係していると考えられる。 
IL-2 や IFNγは NK 細胞や細胞傷害性 T 細胞の活性を増強するとされている。逆
に Th2 サイトカインはこれらの活性を抑制したり、制御性 T 細胞を誘導する作
用があるとされている。今回の研究では、PDL1 を阻害した条件での NKT 細胞
由来の上清にて NK 細胞を培養したところ、NK 細胞の細胞傷害活性が増強した
が、これは IL-2 や IFNγの産生の増加によるものと考えられる。 
以上のことから、NKT 細胞を刺激する際に、抗原提示細胞上の PDL1 を阻害す
ることで、直接的な抗腫瘍効果の改善と、他の免疫細胞の活性化を介した間接
的な抗腫瘍効果の改善につながることが示唆された。これらの結果は、in vivo
で更なる検討を加える必要があるものの、癌に対する有効な免疫治療となる可
能性がある。また、Th1 や Th2 サイトカインの産生を選択的に改善できるため、
自己免疫疾患やアレルギーなどに対する治療に応用できる手法と考えられる。 
【まとめ】 
NKT 細胞における PD-1/PDL の阻害は抗腫瘍効果を改善する。 
